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Abstrak 
Penyakit kulit umumnya terjadi akibat infeksi fungi dengan sebagian besar kasus 
disebabkan oleh Candida spp terutama Candida albicans. Pengobatan infeksi oleh Candida 
albicans mengalami kendala karena resistensinya terhadap beberapa obat antifungi sintetis. 
Meski demikian, beberapa ekstrak tanaman obat menunjukkan adanya aktivitas antifungi 
terhadap Candida albicans. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antifungi dari 
ekstrak tanaman obat Nan Fei Shu  terhadap Candida albicans. Ekstrak diperoleh 
menggunakan metode maserasi dengan pelarut diklorometana. Pengujian fitokimia terhadap 
ekstrak menggunakan KG-SM menunjukkan komponen utama dari 50 komponen senyawa 
yang terdeteksi, yakni fitol (15,397%), neophytadiene (14,333%), dan heneicosane 
(11,009%). Pengujian farmakologi melalui uji zona hambat dengan metode difusi keping 
menunjukkan tidak adanya daya hambat dari ekstrak dengan konsentrasi 25, 50, 100, dan 200 
mg/ml. Perdagangan tanaman obat yang tidak termonitor memunculkan berbagai nama lokal 
untuk suatu spesies tanaman obat. Identifikasi tanaman obat yang keliru dapat beresiko pada 
kesehatan pengguna obat tradisional. Oleh karenanya, diperlukan metode identifikasi spesies 
yang cepat dan akurat, yakni identifikasi molekuler. Identifikasi secara molekuler 
menunjukkan tanaman obat Nan Fei Shu merupakan spesies Vernonia amygdalinum. 
Kata kunci: Nan Fei Shu, Vernonia amygdalina, Candida albicans, Uji Zona Hambat, 
Identifikasi Molekuler  
Pendahuluan  
Penggunaan obat tradisional di Indonesia telah berlangsung secara temurun sejak 
ribuan tahun karena keanekaragaman hayati yang tinggi memiliki potensial bahan alam untuk 
dijadikan obat tradisional oleh masyarakat di Indonesia (Dewoto, 2007). Tanaman obat Nan 
Fei Shu dipercaya oleh masyarakat Indonesia dapat mengobati penyakit darah tinggi, 
diabetes, ginjal, pengapuran tulang, seperti yang diungkap oleh Staf Lapangan Taman 
Nasional Gunung Gede Pangrango, Ujang Edi (Xiang, 2014). Pengakuan sejumlah media 
massa (Natur Indonesia, 2012; Xiang, 2014) belum ditemukan laporan dari peneliti akademis 
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di Indonesia dan keterangan mengenai khasiat hanya berdasarkan pengalaman pengguna Nan 
Fei Shu. 
Staf Lapangan Taman Nasional Gunung Gede Pangrango, Ujang Edi, menyampaikan 
daun Nan Fei Shu dapat menyembuhkan penyakit kulit (Xiang, 2014). Keterangan 
masyarakat mengenai khasiat untuk mengobati penyakit kulit perlu dikaji lebih lanjut 
keabsahannya secara ilmiah. Infeksi kulit umumnya menjadi penyebab penyakit kulit dengan 
sebagian besar infeksi akibatCandida spp terutama yakni Candida albicans (Aly, 2001; 
Mohandas dan Ballal, 2011; Pasteur dkk., 2011; Chen dkk., 2006; Pfaller dkk., 2011).  
Candida albicansmenunjukkan resistensi terhadap beberapa obat antifungi namun komponen 
terpenoid mampu secara efektif menghambat (Rao dkk., 2010).  
Terpenoid merupakan produk kondensasi dari unit C5 isoprena yang menjadi 
komponen utama dalam minyak atsiri dan dapat diperoleh melalui metode ekstraksi 
menggunakan pelarut (Zore dkk., 2011; Robinson, 1995). Spesies Vernonia memiliki 
komponen seskuiterpenoid yang khas yakni vernolide; vernodalinol; vernodalol; 11,13-
dihydrovernodalin; vernodalin; vernomygdin; dan hydrocyvernolide (Luo dkk., 2011). 
Skrining farmakologi ekstrak perlu dilakukan secara spesifik terhadap aktivitas antifungi 
Candida albicans secara cepat menggunakan metode uji zona hambat dengan difusi keping 
(disc diffusion assay) (Devkatte dkk., 2005; Obistioiu, 2014). Skrining fitokimia ekstrak 
menggunakan kromatografi gas – spektroskopi massa (KG-SM) untuk mendeteksi 
keberadaan komponen senyawa yang mendukung aktivitas antifungi (Harbourne, 1987; 
dePapua dkk., 1999; Obistioiu dkk., 2014). 
Nilai ekspor obat herbal Indonesia pada tahun 2013 mencapai US$ 23,44 juta dan 
mengalami peningkatan 600% pada tahun 2014 hingga mencapai US$ 29,13 juta (Direktorat 
Jenderal Pengembangan Ekspor Nasional, 2014). Meski demikian, pasar tanaman obat begitu 
besar dan pesat tetap tidak termonitor (dePapua dkk., 1999). Perdagangan tanaman obat yang 
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tidak termonitor memunculkan berbagai nama lokal untuk suatu spesies tanaman obat (Kool 
dkk., 2012), salah satunya tanaman obat Nan Fei Shu. Identifikasi tanaman obat yang keliru 
dapat beresiko pada kesehatan pengguna obat tradisional (Kool dkk., 2012).Oleh karenanya, 
diperlukan identifikasi spesies yang cepat dan akurat, yakni identifikasi secara molekuler 
(Wallinger dkk., 2012). Identifikasi tanaman obat Nan Fei Shu menggunakan Primer ITS 
karena memiliki akurasi identifikasi hingga tingkat genus (Kool dkk., 2012). 
Metode Penelitian 
Penelitianaktivitas antifungi dilakukan di LaboratoriumTeknobio-Industri, 
FakultasTeknobiologi,UniversitasAtma Jaya Yogyakarta dan identifikasi komponen senyawa 
dalam ekstrak di Laboratorium Terpadu, UIN Sunan Kalijaga Yogyakarta.Penelitian 
identifikasi molekuler tanaman obat Nan Fei Shudilakukan di tiga lokasi terpisah: (1) 
Ekstraksi DNA dilakukan di Laboratorium BioMolekuler, 
FakultasTeknobiologi,UniversitasAtma Jaya Yogyakarta, (2) Amplifikasi DNA dan 
Purifikasi DNA di Laboratorium Patologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Kampus Kamphaeng 
Saen, Universitas Kasetsart, Thailand dan (3) Sekuensing DNA di Laboratorium Satu Basa 
(First Base Laboratories), Malaysia.  
Alat yang digunakan pada penelitian ini yakni gelas beker, erlenmeyer, pengaduk 
gelas, ayakan mesh 20, nampan aluminium, cling wrap, aluminium foil, timbangan, gelas 
ukur, blender, corong, korek api, termometer, rotary evaporator, pipet ukur, propipet, pipet 
tetes, microtube, coverslip, slip, mikroskop, tisu, inkubator, petridish, erlenmeyer, gelas 
pengaduk, pembakar spiritus, kapas, kertas payung, tabung reaksi, korek api, jarum ose, 
trigalski, filter paper whatmann No. 41, gunting, pensil, timbangan elektrik, mikropipet, 
pinset, lamina air flow (LAF), kompor, spektrofotometer UV-VIS, waterbath, sentrifugasi, 
mikrosentrifugasi, mini sentrifugasi,vorteks, tip 1000µl, tip 200µl, tip 20µl, mortar, tempat 
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pembuangan tip, microtube rack, freezer, microwave,inkubator drybath, erlenmeyer, 
thermocycler, comb set, elektroforesa, gel elution kit, dan transluminator.  
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yakni daun tanaman obat Nan Fei Shu, 
DMSO, diklorometana, dekstrosa, pepton, yeast extract, agar bacteriological, aquades, 
BaCl2, H2SO4 1%, ketoconazole 200 mg, alkohol 70%,buffer ekstraksi, chloroform:isoamyl, 
isopropanol, TE buffer, etanol 70%, etanol absolut 95%, primer ITS 1 dan 4, MgCl2, dNTP, 
Taq buffer with KCl, Phusion Hot Start II High Fidelity DNA Polymerase, agarose gel 
powder 1,5%, TE buffer, TBE buffer, TA buffer, GeneRuler 100 bp plus, dan GelStain SYBR 
safe. 
Penelitian in menggunakan Rancangan Acak Lengkap denganperlakuansampel berupa 
variasi konsentrasi ekstrak, 25, 50, 100, 200 mg/ml.Perlakuan tersebut akan dilakukan lima 
(5) kali pengulangan dengan kontrol positif dan kontrol negatif secara berurutan yakni 
ketoconazole 1% (b/v) dan DMSO. Sampel ekstrak yang diperoleh akan diujikan pada 
Candidaalbicans. 
Simplisia daun tanaman obat Nan Fei Shu akan dikeringkan dengan metode 
pengeringan udara. Ekstraksi simplisia menggunakan metode maserasi dengan pelarut 
diklorometana. Evaporasi pelarut menggunakan rotary evaporator sehingga diperoleh ekstrak 
berupa pasta. Ekstrak dilakukan skrining senyawa menggunakan KG-SM dan dilanjutkan 
pengujian aktivitas antifungi melalui uji zona hambat dengan metode difusi keping. 
Identifikasi penamaan ilmiah tanaman obat Nan Fei Shu dilakukan dengan mensekuensing 
DNA yang diisolasi dari simplisia kemudian sekuens DNA diblast dan dialignment antara 
sekuens DNA dan sekuens hasil blast.    
Hasil dan Pembahasan 
A. Ekstraksi  
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Penelitian ini menggunakan daun dari Nan Fei Shu yang diperoleh dari kebun 
kultivasi di Yogyakarta. Pemetikan dilakukan pada daun tanaman obat Nan Fei Shu 
segar berumur 20-30 hari dengan ukuran 10-15 cm sebab senyawa terpenoid 
terakumulasi pada sitoplasma sel dalam jumlah banyak pada saat daun mencapai 
perkembangan optimal (Gershenzon dkk., 2000). Simplisia dikeringkan menggunakan 
metode pengeringan udara agar senyawa volatil termolabil terawetkan secara optimal 
(Abascal dkk., 2005). Bobot simplisia berkurang akibat pengeringan udara mencapai 
19,33% dari bobot awal 4 kg menjadi bobot akhir 773 gram. 
Ekstraksi dilakukan menggunakan larutan diklorometana sebab sifatnya yang 
non-polar mampu mengekstraksi senyawa terpenoid yang merupakan senyawa atsiri 
bersifat lipofilik (Harbourne, 1987; Houghton dan Raman, 1998; Cowan, 1999; 
Supriyatna dkk., 2015). Senyawa terpenoid dapat menurun kestabilannya dengan 
perlakuan suhu selama proses ekstraksi (Zwenger dan Basu, 2008). Oleh karena itu, 
ekstraksi dilakukan selama 4 hari dalam suhu ruang (27oC) kemudian difilter dan 
diperoleh filtrat sebanyak 14 ml. Pelarut yang terkandung dalam filtrat dievaporasi 
pada suhu 40oC dikarenakan pelarut diklorometana memiliki titik didih yakni 39,8oC 
dan untuk mencegah senyawa volatil menurun kestabilannya (Zwenger dan Basu, 
2008; Pittsburgh Plate Glass, 2003). Ekstrak berupa pasta berwarna hijau gelap 
dengan bobot gram 1,895 gram. 
B. Identifikasi Komponen Senyawa 
Hasil kromatogram ekstrak diklorometana Tanaman Obat Nan Fei Shu 
menunjukkan adanya 50 komponen senyawa yang terdeteksi. Komponen utama dalam 
ekstrak diantaranya fitol (15,397%), neophytadiene (14,333%), dan heneicosane 
(11,009%). Terpenoid ditemukan dalam bentuk diterpenoid (fitol) dan seskuiterpenoid 
(neophytadiene) dengan total 29,73% dari ekstrak.  
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Alkana, menempati posisi kedua sebagai golongan senyawa yang banyak 
didapati yakni sebesar 21,264% dari ekstrak dalam bentuk acyclic alkane, diantaranya 
heneicosane. Fatty acyls berupa asam lemak, diantaranya asam heksadekanoat 
(8,959%) dan asam lineoleat/asam 9,12-oktadekadienoat  (8,571%) ditemukan dalam 
ekstrak dengan total 17,53%. Senyawa golongan steroid ditemukan pula pada ekstrak, 
yakni chondrillasterol sebesar 3,015%. Alfa-tokoferol dan beta-tokoferol sebagai 
antioksidan dalam golongan fenol yang larut lemak (Palozza dan Krinsky, 1992) 
ditemukan pada ekstrak, secara berurutan yakni sebesar 1,26% dan 0,86%. 
C. Pengujian Aktivitas Antifungi terhadap Candida albicans 
Pengujian aktivitas antifungi terhadap Candida albicans dilakukan dengan 
metode zona hambat menggunakan difusi keping sesuai dengan dokumen M44-A oleh 
The National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (2004). Kultur 
Candida yang digunakan pada pengujian ini diperoleh dari Balai Kesehatan 
Yogyakarta (BLK) dengan nomor strain Candida albicans ATCC 10231. Pengujian 
kemurnian dilakukan menggunakan YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), dan 
menunjukkan keberadaan germ tubesCandida albicans ditunjukkan pada Gambar 1 
berikut. 
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Gambar 1. Germ tube Candida albicans (ditunjuk anak panah hitam) dan blastospora 
(ditunjuk anak panah hijau) dengan perbesaran x450 medium YEPD 
(Sumber: dokumentasi pribadi)  
 
Germ tubemerupakan bentuk transisi blastospora yang akan berkembang membentuk 
hifa dan tampak sebagai filamen perpanjangan blastospora (Molero dkk., 1998; 
Larone, 1995). Pembentukan germ tube khas dimiliki Candida albicans karena 
sifatnya yang dimorfik mampu membentuk yeast (kapang) yang ellipsoidal maupun 
miselium (Molero dkk., 1998; Kim dkk., 2002). 
Hasil pengamatan zona hambat dianalisis variasi (ANOVA) menggunakan 
SPSS v.20 dengan tingkat kepercayaan 95% dan analisis variasi menunjukkan adanya 
bedanyata secara signifikan. Analisis DMRT selanjutnya dilakukan untuk melihat 
letak beda nyata yang ditunjukkan pada Tabel 1 berikut. 
Tabel 1.  Hasil Analisis Luas Zona Hambat (cm2) Aktivitas Antifungi Ekstrak 
Tanaman Obat Nan Fei Shu, Ketoconazole 1% (b/v), dan DMSO terhadap 
Candida albicans. 
Perlakuan Luas Zona Hambat (cm2) 
DMSO 0a 
25 mg/ml 0a 
50 mg/ml 0a 
100 mg/ml 0a 
200 mg/ml 0a 
Ketoconazole 1% (b/v) 11,449b 
 
Analisis rerata DMRT menunjukkan ketoconazole memiliki daya hambat 
terhadap Candida albicans sebesar 11,449 cm2  dan secara signifikan berbeda nyata 
dengan zona hambat ekstrak tanaman obat Nan Fei Shu dan DMSO. Perlakuan 
ekstrak 25, 50, 100, dan 200 mg/ml menunjukkan daya hambat yang tidak signifikan 
terhadap C.albicans. Pelarut DMSO tidak memberikan daya hambat terhadap 
Candida albicans sehingga pelarut tidak memengaruhi hasil uji yang diperoleh dari 
ekstrak tanaman obat Nan Fei Shu. 
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Hasil pengujian aktivitas antifungi oleh ekstrak tidak sesuai dengan hipotesis. 
Studi oleh Bucar dkk. (2013) menyebutkan bahwa pengujian biologis secara in vitro 
maupun in vivo harus dilakukan setelah ekstrak melalui proses purifikasi melalui 
metode kromatografi cair. Hal ini bertujuan untuk mengurangi interupsi yang terjadi 
antar komponen lain yang terkandung dalam ekstrak dan meningkatkan konsentrasi 
senyawa aktif. Obistioiu dkk. (2014) menyampaikan bahwa konsentrasi komponen 
senyawa aktif antifungi yang rendah akan mengurangi aktivitas antifungi.   
Interupsi komponen senyawa dapat berupa kehadiran senyawa dalam esktrak 
yang justru mendukung Candida albicans untuk memperbaiki membran dan 
beregenerasi seperti asam lemak linoleat, asam palmitat, dan sterol. Murayama dkk. 
(2006) menyatakan asam lemak tidak jenuh berantai panjang seperti asam linoleat 
(C18:2) dan asam gamma-linoleat (C18:3) merupakan komponen utama membran 
Candida albicans yang secara alami diproduksi. Sarachek dan Higgins (1972) 
menemukan bahwa keberadaan komponen sterol dan asam lemak rantai penjang 
seperti asam palmitat mendukung pemulihan Candida albicans paska kerusakan letal 
oleh UV maupun antifungi yang spesifik pada membran sel, dengan penyusunan 
kembali struktur sel membran yang kritis untuk mengawali pembelahan sel.  
Aspek metode pengujian juga turut dipertimbangkan, seperti penggunaan 
medium sabouraud dekstrosa agar (SDA). Yucesoy dkk. (2001) menyatakan medium 
RPMI 1640 memberikan hasil uji difusi keping yang lebih sensitif (93%) dalam 
inkubasi 24 jam dibandingkan medium SDA. Penggunaan medium SDA akan 
mendukung koloni untuk pulih pasca paparan antifungal lebih cepat dibandingkan 
pada medium RPMI 1640 karena ketersediaan nutrisinya yang berlimpah (Shu dkk., 
2001). Oleh karenanya diameter zona hambat pada medium SDA lebih kecil 
dibandingkan pada medium RPMI (Yucesoy dkk. 2001). 
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Adapun aspek mikroorganisme sendiri, yakni Candida albicans dengan 
mekanisme resistan agen antifungi berasal dari mutasi genetik yang dialami 
mikroorganisme (Cannon dkk., 2007). American Type Culture Collection (2014) 
menyebutkan subkultur direkomendasikan tidak lebih dari 5 kali dari kultur genuine 
ATCC, karena pengulangan transfer kultur (subkultur) dengan penyimpanan kultur 
pada suhu 4oC dapat menyebabkan mutasi spontan. Mutasi spontan berupa delesi dan 
duplikasi pada beberapa pasangan basa akibat kesalahan replikasi DNA dapat 
menghasilkan DNA rekombinan yang berpotensi memiliki gen resistensi (Griffiths 
dkk., 2000). Sementara, kultur yang diperoleh dari BLK merupakan subkultur yang 
tidak tercatat repetitif kesekian. 
 
D. Identifikasi Tanaman Obat Nan Fei Shu secara Molekuler 
Sekuens DNA tanaman obat Nan Fei Shu diperolehdalam dua sekuens 
menurut primernya. Sekuens pertama diperoleh dari primer ITS 1 dengan kode 
1705843, sekuens memiliki panjang 686 bp, sementara sekuens kedua diperoleh dari 
primer ITS 4 dengan kode 1702351, sekuens memiliki panjang 589 bp.Sekuens 
konsensus yang diperoleh dari kedua sekuens tersebut memiliki panjang 585 bp. 
Hasil blast sekuens di NCBI GenBank menunjukkan adanya kesesuaian 99%, 
nilai E (Ekspektasi) 0,0 (signifikan), maksimal skor 1033 dari total skor 1033, dan 
97% sekuens tercakup dan teralignment (Query coverage) dengan sekuens 
Gymnanthemum amygdalinum dengan nomer akses AY504695.1.Berikut sekuens 
Gymnanthemum amygdalinum yang diperoleh dari NCBI GenBank (fasta format). 
TCGATTAAAGCATTTCAGAATAACCTGTGAACATGTATTATTATTTGGGTG
TTGGGAGGACGGGCTAATGCTCTCACCCTCTTTGCATCGTGTTGACATACA
CTTGTATAGCCTCTTWTTGGGTCGTACATGTGTCTTGTTAGCATTTAAACA
AACCCCCGGCACAGAACGTGCCAAGGATGAACAAAACATTAAAAGGGTGC
GACTTGTGATGCCCCGTTCGCGGTATGCATTCAGGTCGTGGCTTTTTTGTAA
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TTACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGA
ACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCAT
CGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTTGGTCGAGGGCACGTC
TGCCTGGGCGTCACGCATTGCATCGCCTCCTTCAATGCCTCCTTCCTTAGTA
GGCTTGTTGTTCGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCTGATGGTGTGGTTGG
CCTAAACGTAACTCCCTTTCGGTGGATACATGACTAGTGGTGGTTGACAAG
ACCTTCGTTTGGAGTTGTGTGTCGTTAACCGTAAGGGAAAGGTTGTAAAAA
TCCCTTAATGAGTCGTCTTATGATGACGCTTCGA 
 
Barcode tanaman obat Nan Fei Shu teridentifikasi sebagai sekuens 
Gymnanthemum amygdalinum, hal ini menunjukkan tanaman obat Nan Fei Shu 
adalah nama lokal yang diberikan atas spesies Gymnanthemum amygdalinum. 
Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. dikenal pula dengan nama 
spesies Vernonia amygdalinaDelile (Duarte dan Silva, 2013). Gymnanthemum 
amygdalinum (Delile) Sch. Bip. ex Walp. merupakan penamaan yang disahkan pada 
tahun 1843, dengan penamaan sebelumnya pada tahun 1829 yakni Vernonia 
amygdalina Delile, Cent. Pl. Afr., Voy. Bot. Meroe (Hanelt, 2001). Meski demikian, 
penamaan Vernonia amygdalina lebih umum digunakan, dePapua dkk. (1999) dalam 
bukunya Plant Resources of South East Asia No 12 Jilid 1 menulis artikel mengenai 
genus Vernonia  namun tidak ditemukan artikel mengenai genus Gymnanthemum. 
Spesies G. amygdalinum termasuk dalam famili Asteraceae, subfamili Cichorioideae, 
suku Vernonieae, dan sub suku Gymnantheminae (United States Department of 
Agriculture, 2015).  
Simpulan  
1.  Ekstrak tanaman obat Nan Fei Shu tidak memiliki aktivitas antifungi terhadap Candida 
albicans. 
2. Penamaan ilmiah tanaman obat Nan Fei Shu yakni Gymnanthemum amygdalinumatau 
Vernonia amygdalina. 
Saran 
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1. Ekstrak crude perlu dilakukan purifikasi atau isolasi dengan kromatografi cair seperti 
HPLC untuk mendapatkan senyawa aktif murni sebelum pengujian in vitro, sehingga 
hasil uji akan fokus pada daya hambat oleh senyawa aktif terhadap mikroorganisme uji. 
2. Kultur yang digunakan untuk pengujian aktivitas antifungi direkomendasikan berasal 
dari genuineAmerican Type Culture Collection dan selanjutnya penggunaan kultur 
maksimal berasal  dari subkultur genuineAmerican Type Culture Collection (ATCC) 
yang kelima.  
3. Ekstraksi perlu dilakukan dari bahan simplisia segar menggunakan metode perkolasi 
dengan pelarut nonpolar seperti petroleum eter dan heksana terhadap Aspergillus niger, 
Aspergillus fumigatus, dan Aspergillus flavus.  
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